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摘要 :【 目的 ] 粉 乱 种 类 繁多 ,个 体 微 小 ,其 种 类 识别 与 鉴定 常 需 借 助 分 子 生 物 学 技术 。 本 研究 旨 在 明确 线粒体 COI 
基因 (mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I gene) $" 端 和 3" 端 序列 对 常见 种 类 粉 乱 识 别 鉴 定 的 可 行 性 。[【 方 
法 】 以 我 国 田间 常见 的 16 种 粉 乱 为 对 象 ,以 COI 基因 5' 端 (641 bp) 和 3' 端 (738 bp ) 序 列 为 靶 标 进行 比 对 分 析 , 以 
MEGA 5. 10 软件 的 K2-P 模型 计算 种 内 与 种 间 遗 传 距离 ,以 邻接 法 (NJ 法) 构建 进 化 树 并 进行 系统 发 育 分 析 。[【 结 
果 】 当 以 5" 端 为 靶 标 时 ,16 种 粉 乱 的 种 内 平均 遗传 距离 为 0.0015 ,种 间 平 均 遗 传 距离 为 0.2897 ,种 间 遗 传 距离 为 种 
内 遗传 距离 的 193.1 倍 ; 而 且 种 内 、 种 间 和 遗传 距离 没有 重 赫 区 域 。 当 以 3 ' 端 为 靶 标 时 种 内 平均 遗传 距离 为 0. 0007 , 
种 间 平 均 遗 传 距离 为 0.2817 ,种 间 遗 传 距离 为 种 内 遗传 距离 的 402.4 (Ë; TE 38 8) 8k Pealius mori 与 烟 粉 乱 Bemisia 
tabaci Asia H 1 的 种 内 和 种 间 遗 传 距 离 重 健 。 系 统 发 育 分 析 结 果 显 示 ,以 5" 端 为 靶 标 时 ,16 种 粉 乱 可 以 形成 独立 的 
进化 分 支 ;以 3 " 端 为 靶 标 时 , 除 桑 粉 乱 与 传统 分 类 学 不 一 致 外 ,其 余 种 类 均 可 形成 独立 的 分 支 。【 结 论 ] 结果 表明 ， 
5' 端 序列 更 适用 于 基于 DNA 条 形 码 技术 的 物种 识别 鉴定 研究 。 

关键 词 : ERG COI 基因 ; 系统 发 育 分 析 ; 遗传 距离 ; 物种 鉴定 ; DNA 条 形 码 
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Abstract: [Aim] Whiteflies belong to a species-rich family with small body size. Identification of 
whitefly species is commonly done with the aid of molecular methods. This study aims to clarify the 
effectiveness of the 5'- and 3'-ends of the mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I ( COI) gene 
sequences in molecular identification of common whiteflies species. [ Methods] The COI gene sequences 
in 16 whitefly species common in China were amplified using the 5'- and 3'-end universal primers. The 
obtained 5'-end (641 bp) and 3'-end (738 bp) fragments were sequenced. The intra- and inter-species 
genelic distances were calculated using the Kimura-2-Parameter model; the phylogenetic trees were 
established by a neighbor-joining (NJ) method of the MEGA ( Version 5. 10) software. [ Results] The 
identification based on the phylogenetic tree was consistent with those based on morphological 
characteristics for the 16 whitefly species when the 5'-end fragments were analyzed. However, when the 
3'-end fragments were analyzed, the identification results based on the phylogenetic tree were 
not consistent with those based on morphological characteristics in the case of Pealius mori and 
Bemisia tabaci Asia H 1. The average inter-species genetic distance was 193. 1 (0. 2897 vs. 0.0015) 
and 402.4 (0.2817 vs. 0.0007) times higher than the corresponding intra-species genetic distance for 


the 5'- and 3'-end fragments, respectively. There was no overlap between inter- and intra-species 
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genetic distances when the 3 -end fragments were analyzed, but overlap was observed between P. mori 


and B. tabaci Asia I 1 when the 3'-end fragments were analyzed. [ Conclusion] The DNA barcoding 


based on the 5'-end fragment of the partial COI gene can provide a rapid and accurate identification of 


these whitefly species. 
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DNA barcoding 























粉 融 类 昆虫 是 世界 性 害虫 ,属于 昆虫 网 
AE $H H ( Hemiptera ), 3 mÁ fl 
( Aleyrodidae) ,世界 已 知 种 类 1 550 余 种 ,隶属 161 
个 属 (Martin and Mound, 2007) 。 我 国 已 报道 的 粉 
RAA 170 种 ,其 中 仪 海南 省 就 有 57 种 (朱文 静 和 
符 悦 冠 , 2013)。 粉 融 类 害虫 主要 通过 以 下 3 种 方 
式 进行 危害 :一 是 直接 刺 吸 植物 汁液 ,造成 植株 衰 
弱 \ 干 村 ,并 可 引起 生理 异常 ;二 是 分 泌 大 量 蜜 露 , 记 
发 煤 污 病 ;三 是 传播 病毒 ,诱发 植物 病毒 病 流行 。 而 
传播 病毒 所 造成 的 间接 危害 比 前 两 者 更 为 严重 、 损 
失 更 为 惨重 ( Brown et al., 1995; RUS MEKË, 
2000), TH XH Ej k MEAMI 隐 种 Bemisia tabaci 
(Gennadius) MEAMI 可 以 传播 番茄 黄 化 曲 叶 病 毒 
(tomato yellow leaf curl virus, TYLCV) ( Varma and 
Malathi, 2003; Seal et al., 2006) ) 和 烟草 曲 葵 病毒 
(tobacco curly shoot virus, TbCSV ) 等 ( 纠 敏 等 ， 
2006), 
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US SE rH BS EAR VES i m fe BJ ECL BA] BEAR 5 rik 
2003 年 ,加 拿 大 动物 学 家 Hebert 博士 提出 了 DNA 
条 形 码 概念 , 即 以 线粒体 DNA 细胞 色素 C 氧化 酶 亚 
Ji I ( mitochondrial DNA cytochrome c oxidase subunit 
I, mtDNA COI) 基因 的 一 个 片段 作为 物种 鉴定 的 标 
准 基因 片段 。 由 于 基于 COI 基因 5' 端 设计 的 通用 
型 引物 对 绝 大 多 数 动 物 物 种 具有 较 好 的 扩 增 效果 ， 
因此 最 为 常用 (Hebert et ol.，2003a，2003b ) 。 目 
前 ,基于 mtDNA COI 基因 的 DNA 条 形 码 技术 已 得 
到 广泛 应 用 。 截 止 2012 年 的 统计 数据 显示 , DNA 
条 形 码 涉及 的 生物 类 群 包括 无 脊椎 动物 、 植 物 、 鱼 
类 乌 类 、 原 生生 物 、 真 菌 、 哺 乳 动物 两栖 动物 以 及 
扑 行 动物 等 ,其 中 ,无 峭 椎 动物 的 研究 占 53. 14% ， 
而 节肢 动物 研究 的 数量 最 多 (Taylor and Harris , 
2012)。 与 此 同时 ,我 国 的 DNA 条 形 码 技术 研究 也 
发 展 迅 速 , 并 取得 了 相当 进展 ,如 昆虫 中 的 萄 马 类 
CHAS, 2009; 乔 玮 娜 等 , 2012) 、 实 蝇 类 ( 刘 慎 思 













































































yr 10 年 来 ,我 国 粉 乱 类 害虫 人 侵 事 件 频 发 ,已 
对 我 国 农 业 生 产 造 成 了 重创 ,如 20 世纪 90 年 代 , 烟 
Tis MEAMI 人 侵 我 国 ,使 我 国 蔬菜 、 花 卉 等 产业 唱 
受 了 巨大 损失 ( 罗 晨 等 , 2002) ;2003 年 烟 粉 乱 MED 
隐 种 B. tabaci MED 传 入 中 国 ( 褚 栋 等 ,2005 ) ;之 
后 ,螺旋 粉 乔 Aleurodicus disperses Russell ( J& [8] ER 
等 , 2007) IR RV Paraleyrodes pseudonaranjae 
Martin (RERS, 2010) 等 又 接 中 而 至 ,对 我 国 农 
业 生 产 安全 和 生态 安全 构成 了 严重 威胁 。 显 然 , 粉 
各 类 害虫 的 快速 识别 与 准确 鉴定 是 有 效 阻止 其 传人 
和 进一步 扩散 的 必要 前 提 , 同时 也 是 粉 乱 类 害虫 有 
效 防 控 的 基础 。 

通常 , 粉 融 类 昆虫 的 识别 鉴定 主要 依据 4 龄 若 
虫 亦 即 伪 肾 / 拟 肾 的 形态 特征 ,其 中 血 状 孔 的 特征 最 
为 常用。 然而 ,在 粉 乔 鉴 定 识别 过 程 中 发 现 , 某 些 粉 
到 种 类 在 伪 肾 阶段 存在 表 型 变异 现象 ,尤其 是 伯 粉 
mU Bemisia PU $ $) MJE Trialeurodes 的 种 类 
(Mound, 1963; Russell, 1967; Pering, 2001) ,进而 
使 同一 物种 不 止 一 次 地 被 描述 , 同 物 异 名 现象 普遍 
CHII, 1995; 罗 志 义 和 周 婵 敏 , 2000 ) 。 显 然 , 粉 

























































































等 , 2012, 2014) 以 及 海洋 动物 ( 李 琪 等 , 2010; Æ% 
超 伦 等 , 2011) 等 均 证 实 COL 基因 5' 端 片段 完全 可 
以 用 于 常见 生物 类 群 的 快速 识别 与 种 类 鉴定 。 
众所周知 ,不 同 的 基因 其 进化 速率 各 异 ,而 同一 
基因 在 不 同 的 谱系 中 也 可 能 存在 不 同 的 进化 速率 
(Frati et al., 1997; Caterino and Sperling, 1999 ) 。 
然而 ,基因 进化 速率 的 异 质 性 目前 尚未 得 到 足够 的 
认识 ,尤其 是 在 较 低 分 类 水 平 的 系统 发 育 研究 中 , 进 
而 给 人 们 造成 一 种 误解 , 亦 即 单纯 地 认为 某 一 基因 
或 进化 快 或 进化 慢 ;然而 ,由 于 DNA 序列 中 某 一 特 
定 区 域 可 能 存在 功能 限制 ,进而 使 上 述 推理 不 甚 合 
理 。 如 ,Lunt 等 (1996 ) 将 草地 蝗虫 与 其 他 8 种 昆虫 
的 COI 基因 在 DNA 水 平 与 氨基 酸 序 列 水 平分 别 进 
行 比较 分 析 , 结 果 显 示 : 序 列 的 变异 模式 似乎 与 蛋白 
功能 的 限制 存在 关联 ,而 且 同 一 基因 的 不 同 区 域 进 
化 速率 不 一 ,其 中 -COOH 末端 变异 性 明显 高 于 其 他 
区 域 ,而 COI 基因 中 心 区 域 (M5 ~ M8) 的 变异 则 较 
低 (Lunt et al., 1996)。 此 外 ,根据 数据 库 中 现 有 粉 
TK Eb ry COT 基因 序列 的 数量 可 知 ,涉及 5' 端 序列 
的 种 类 比较 多 ,而 涉及 3' 端 的 碱 基 序 列 比较 多 。 截 
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1E 2013 年 5 H , GenBank 数据 库 (BOLD 数据 库 中 
的 粉 乔 序列 已 经 整合 到 GenBank rp) PRHA MAX 
昆虫 COI 基因 序列 3 318 条 ,隶属 20 属 44 种 ;其 
中 ,只 有 5' 端 序列 的 有 36 种 / 属 ,只 有 3' 端 序列 的 有 
11 种 / 属 , 既 有 5' 端 序列 又 有 3' 端 序列 的 有 6 种 / 
属 ;而 最 具 人 侵 性 的 烟 粉 乱 MED 隐 种 和 MEAMI 隐 
种 已 知 的 碱 基 序列 多 位 于 3 9m Boykin et al., 2007; 
Chu et al., 2010)。 显 然 ,在 以 分 子 生物 学 技术 进行 
物种 识别 时 ,由 于 所 扩 增 基因 区 域 的 不 同 ,可 能 会 使 
分 析 结 果 存 在 差异 。 

本 研究 围绕 粉 乱 类 害虫 体型 微小 ,形态 相似 , 极 
易 随 蔬菜 花卉 \ 水 果 及 其 种 苗 的 贸易 活动 远 距 离 传 
播 , 却 难以 快速 准确 识别 的 问题 ,以 COT 基因 3 ' 端 
和 35 ' 端 序列 为 靶 标 ,以 新 人 侵 我 国 的 烟 粉 乱 MED, 
双 钩 梨 粉 乱 .螺旋 粉 乱 以 及 田间 常见 的 其 他 13 种 粉 
虱 类 害虫 为 对 象 ,采用 DNA 序列 分 析 以 及 系统 发 育 
关系 分 析 的 技术 与 方法 ,通过 对 3 端 和 35 " 端 序列 的 
比 对 ,探讨 基于 这 些 序列 的 DNA 条 形 码 技术 用 于 粉 
避 类 害虫 种 类 分 子 鉴 定 的 可 行 性 ,研究 结果 对 粉 乔 
类 害虫 的 快速 识别 .防止 入 侵 粉 融 传 人 及 其 有 效 阻 
REA EZA 



















































































1 材料 和 方法 


1.1 供 试 虫 源 

本 实验 中 所 使 用 的 粉 乔 分 别 采 自 海 南 湖南 z 
南 等 8 个 省 份 , 于 无 水 乙醇 (分 析 纯 ,99.7% ) 中 保 
存 备 用 。 粉 乱 的 具体 采集 信息 如 表 1 所 示 。 粉 乔 种 
类 的 鉴定 主要 通过 数据 库 碱 基 序列 比 对 分 析 与 形态 
学 鉴定 (由 河南 农业 大 学 植物 保护 学 院 净 风 鸣 教授 
协助 完成 ) 。 
1.2 总 DNA 提取 

粉 虱 类 昆虫 总 DNA 的 提取 参照 乔 玮 娜 等 
(2012) 的 方法 ,并 稍 加 改进 。 用 软 毛 毛笔 挑 取 单 头 
粉 乱 成 虫 , 放 在 滴 有 20 kL 提取 缓冲 液 (50 mmol/L 
Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, 1% SDS, 20 mmol/L 
NaCl, pH 8.0) 的 Parafilm 膜 上 ,以 0.2 mL PCR 管 
底部 作为 匀 浆 器 ,充分 研磨 匀 浆 , 匀 浆 液 移入 1.5 
mL 离心 管 ;然后 ,用 50 kL 缓冲 液 清 洗 勺 浆 器 和 












































pL) 并 加 入 440 pL 预 冷 无 水 乙醇 , 轻 轻 混 匀 后 在 
-20*C 冰箱 放置 30 min; 取 出 后 ,于 4%C12 000 r/min 
离心 20 min, 小心 弃 去 上 清 液 ; 加 入 440 pL 预 冷 
75% 乙 醇 洗 涤 ,4% 12 000 r/min 离心 15 min, 小 心 
弃 去 上 清 液 。 然 后 将 离心 管 倒 扣 于 洁净 滤纸 上 , 自 
然 干 燥 20 min, 每 管 加 入 20 pL 超 纯 水 ,充分 溶解 后 
T -20'€ 保存 备用 。 以 生物 分 光 光 度 计 测定 DNA 
浓度 ,以 OD; OD fH BOE Ho tI A o 
1.3 PCR 扩 增 、 电 泳 检测 以 及 序列 测定 

Ty sS EH COL 基因 的 5' 端 序列 以 通用 型 引物 
LCOI490 ( 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG- 
3') 和 HCO2198 (5'(TAAACTTCAGGGTGACCAAA 
AAATCA-3) 9 38, Fr BEI BE Z5 N 710 bp (Folmer et 
al., 1994) ;3' 端 序列 以 通用 型 引物 C1-J-2195 (5"- 
TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAG-3') 和 L2-N-3014 
(5'-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3') 扩 增 ， 
段 长 度 约 为 840 bp (Simon et al., 1994) 。 引 物 均 由 
上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 协 助 合成 。5 
端 序列 扩 增 反应 体系 为 30 pL, HE dati,O 23.8 pl, 
10 x buffer 3 pL,10 mmol/L dNTPs 0.6 nkL, 上 游 引 物 
和 下 游 引 物 (10 pmol/L) & 0.6 pL,Tag DNA REH 
(2.5 U/uL, NEB) 0.4 uL, fx DNA 1 uL, PCR T° 
增 程序 为 :94% 预 变 性 10 min ;947C. 30 s,52% 30 s, 
72% 10 min,35 个 循环 ;最 后 72% 延伸 10 min, 3' 
端 序列 扩 增 反应 体系 亦 为 30 pL, 其 中 ddH,0 
22.5 pL,10 x buffer 3 LL, 10 mmol/L dNTPs 0. 6 
hL ,上游 引物 和 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 1 uL, Tag 
DNA 聚合 酶 (2.5 U/uL, NEB) 0.4 uL, ES DNA 
1.5 uL, PCR 扩 增 程序 为 :94% 预 变性 10 min ;94?C 
1 min,53%C 1 min,72% 10 min,35 个 循环 ;最 后 
72% 延伸 10 min。 扩 增 反 应 在 Applied Biosystems 
Veriti”96-Well Fast Thermal Cycler PCR 基因 扩 增 
仪 上 运行 。 PCR 产物 于 4% 保存 备用 。 
1.4 电泳 检测 及 序列 测定 

分 别 取 3' 端 和 5' 端 PCR 扩 增 产物 5 mL ,在 含有 
GoldView (0.5 ng/mL) 的 1.5% (重量 ) 琼 脂 糖 凝 
胶 上 ,以 100 V 电泳 分 离 ( 电 泳 缓冲 液 为 0.5 x TBE) 
45 min 后 ,以 Gel Doc Universal Hood II 型 凝 腕 成 像 
系统 分 析 结 果 ,将 经 电泳 检测 验证 合格 的 PCR 产物 





























Parafilm 膜 4 次 ,移入 同一 离心 管 ;加 入 5 pL 和 蛋白酶 
K (20 mg/mL) ,充分 混 匀 后 于 60C 水 浴 锅 中 水 浴 1 
h (中 途 混 匀 1 XO ;然后 加 入 220 pL AD RRE 
(viv 224: 1) ,轻柔 混 匀 数 十 次 后 , 冰 浴 30 min; 以 
4% 12 000 r/min 离心 20 min, 取 上 清 液 ( 约 200 





直接 送 北京 三 博 远 志 生 物 技 术 有 限 公司 进行 双向 测 
序 。 根 据 标 本 数量 及 PCR 产物 的 质量 ,每 种 粉 乱 检 
测 3 ~9 头 ,共计 检测 75 头 ,每 头 分 别 测定 COI 基因 
的 5 端 与 3 端 序列 ,获得 5 端 序列 75 条 、3 端 序列 
75 条 ,共计 150 条 ,将 150 条 序列 录入 中 国 主要 外 
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SEA fE H DNA 条 形 码 识别 系统 (http://www. 
chinaias. cn) ,其 序列 登录 号 如 表 1 所 示 。 

1.5 COI 基因 序列 分 析 

用 DNAMAN 软件 读 取 序 列 ,并 对 每 条 序列 进行 
人 工 碱 基 读 取 和 反复 校对 ,以 确保 序列 的 高 质量 。 
用 Bioedit 7. 0 软件 对 序列 进行 整合 处 理 , 以 
ClustalW Multiple Alignment 软件 进行 对 齐 处 理 ; 并 
利用 GenBank 数据 库 (BOLD 数据 库 中 的 粉 乱 序 列 
已 经 整合 到 GenBank 数据 库 序 列 ) 对 所 获得 的 高 质 
量 COL 基因 序列 与 数据 库 中 已 公开 的 粉 融 类 碱 基 
序列 进行 同 源 性 比 对 分 析 。 然 后 , ELSE SER T 
Smynthurodes betae Westwood ( GenBank 登录 号 : 
AY227078. 1) 为 外 群 ,采用 MEGA 5. 10 软件 以 
Kimura 2-parameter 双 参 数 模型 (K2-P) 分 别 计算 种 
内 及 种 间 遗 传 距离 (Kimura, 1980; Tamura et al., 
2011)。 最 后 ,分 别 以 5' 端 和 3' 端 序列 为 对 标 , 采 用 
邻接 法 (neighbor-joining, NJ) 构建 系 统 发 育 树 ,系统 
RAWI XA E fa ER H A RI (bootstrap 
analysis, BP) 3$ 复 检 测 1 000 次 。 

































































2 结果 与 分 析 


2.1 PCR 扩 增 序列 测定 及 同 源 性 分 析 

以 16 种 粉 乔 的 DNA 为 模板 ,分 别 采 用 5 端 通用 
型 引物 LCO1490/HCO2198 和 3' 端 通用 型 引物 C1-J- 
2195/ L2-N-3014 进行 PCR 扩 增 ,电泳 检测 结果 显示 ， 
每 种 粉 乱 均 可 扩 增 出 清晰 的 3 端 (图 1: A) #l 3 030 
标 片 段 (图 1: B)。 对 电泳 检测 验证 合格 的 PCR 产物 
进行 纯化 和 碱 基 序 列 测定 ,以 Bioedit 7.0 软件 进行 整 
合 处 理 ,ClustalW Multiple Alignment 软件 进行 对 齐 处 
理 ,修剪 成 长 度 分 别 为 641 bp 和 738 bp 的 片段 。 然 
后 ,对 所 获得 的 高 质量 COL 基因 序列 与 数据 库 
(GenBank) 中 已 公开 的 粉 剧 类 昆虫 碱 基 序 列 进 行 同 源 
性 比 对 分 析 ( BOLD 数据 库 中 粉 融 序 列 已 经 整合 到 
GenBank 中 )。 结 果 表 明 , 本 研究 中 16 种 粉 乱 的 COI 
基因 的 3' 端 和 5 端 碱 基 序 列 与 数据 库 中 已 知 的 靶 标 种 
相对 应 的 COL 基因 片段 的 同 源 性 均 为 99.0 ~ 100% , 表 
明 所 获得 的 COT 基因 3 ' 端 和 35 端 序列 准确 可 靠 。 
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图 1 引物 LCOI490/HCO2198 和 C1-J-2195/L2-N-3014 分 别 对 16 种 粉 乱 COI 基因 5 端 (A) 和 3 端 (B) 序 列 的 扩 增 电泳 检测 图 




















Fig.1 Amplification patterns of the 5'-end ( A) and 3'-end ( B) of COI gene in the 16 whitefly species using the universal 
DNA primers LCO1490/HCO2198 and C1-J-2195/L2-N-3014, respectively 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA ladder; 1 216; 粉 乱 物 种 编号 ,， 同 表 1 (Species no. of whitefly species, the same as in Table 1) ; 17; 阴性 对 照 ( 水 ) 





Negative control ( water). 
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2.2 种 内 与 种 间 遗 传 距离 

分 别 以 COI 基因 5 端 和 3 端 序列 为 靶 标 , 运 
HF] MEGA 5.10 中 的 K2-P 模型 分 析 计 算 16 种 粉 乔 
的 种 内 与 种 间 遗 传 距离 。 结 果 显 示 , 当 以 5' 端 序 
列 为 靶 标 时 ,种 内 遗传 距离 为 0.0000 ~ 0. 0039 , 平 
HH 0. 0015 ; 种 间 遗 传 距离 为 0. 1009 ~ 0. 3846, 
平均 为 0.2897。 其 中 烟 粉 乱 Asia H 7 隐 种 与 Asia 





0.3846( 表 2)。 而 且 , 种 内 遗传 距离 与 种 间 遗 传 
距离 没有 重合 区 域 ( 图 2: A) 。 当 以 3 3 E02 8 
标 时 ,种 内 遗传 距离 为 0. 0000 ~ 0. 0060 ,平均 为 
0. 0007 ;种 间 遗 传 距离 为 0.0000 ~ 0.3687 ,平均 为 
0.2817; Kk P RUE) S, Asia H 3 隐 种 与 桑 粉 天 P. 
mori 的 种 间 遗 传 距 离 最 小 ,为 0.0000 ,存在 种 内 遗 
传 距离 与 种 间 遗 传 距离 重合 现象 (图 2: B) , 烟 粉 









































H 1 隐 种 间 遗 传 距离 最 小 ,为 0.1009; 烟 粉 融 Asia — 避 Asia H 1 隐 种 与 温室 粉 融 的 种 间 遗 传 距离 最 大 ， 
Il1 隐 种 与 温室 粉 乱 的 种 间 遗 传 距离 最 大 ,为 290.3687 ( 表 3)。 
R2 基于 5' 端 序列 计算 的 16 种 粉 剧种 间 与 种 内 遗传 距离 
Table 2 Intra- and inter-species genetic distances of the 16 whitefly species based on the 5'-end sequence 
种 间 Inter-species 种 内 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16  Intra-species 

1 0.0034 
2 0.1471 0.0000 
3 0.1677 0.1201 0.0016 
4 0.1334 0.1316 0.1467 0.0000 
5 0.1642 0.1074 0.1009 0. 1364 0.0018 
6 0.1632 0.1411 0.1698 0.1396 0.1524 0.0022 
7 0.2604 0.2556 0.2562 0.2491 0.2747 0.2518 0.0038 
8 0.2992 0.3177 0.3090 0.3022 0.3189 0.3072 0.2835 0.0000 
9 0.3353 0.3498 0.3424 0.3379 0.3466 0.3276 0.3651 0.2850 0.0010 
10 0.3077 0.3102 0.3174 0.3123 0.2958 0.3105 0.3074 0.3123 0.3118 0.0039 
11 0.3602 0.3734 0.3846 0.3443 0.3829 0.3646 0.3549 0.3447 0.3479 0.3624 0. 0000 
12 0.2959 0.3127 0.3218 0.3069 0.3131 0.3112 0.3161 0.2176 0.3362 0.3519 0.3384 0.0000 
13 0.2971 0.3119 0.3225 0.2989 0.3021 0.3225 0.2921 0.3052 0.2988 0.2860 0.3270 0.3191 0.0025 
14 0.2947 0.3153 0.3182 0.3058 0.3205 0.3096 0.3138 0.2786 0.2723 0.2955 0.3230 0.2781 0.2837 0.0000 
15 0.2947 0.3153 0.3182 0.3058 0.3205 0.3096 0.3138 0.2786 0.2723 0.2955 0.3230 0.2781 0.2837 0.2583 0.0037 
16 0.3197 0.3393 0.3245 0.3303 0.3209 0.3360 0.3336 0.2077 0.3544 0.3308 0.3461 0.2606 0.3153 0.3240 0.2973 0.0000 

1-16: 粉 乱 种 类 编号 , 同 表 1( Species no. of whitefly species, the same as Table 1). 

RI 基于 3' 端 序列 计算 的 16 种 粉 剧种 间 与 种 内 遗传 距离 
Table 3 Intra-and inter-species genetic distances of the 16 whitefly species based on the 3' end sequence 
种 间 Inter-species 种 内 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16  Intra-species 

1 0.0015 
2 0.1825 0.0009 
3 0.1804 0.1321 0.0000 
4 0.1699 0.1617 0.1575 0.0000 
5 0.1826 0.1315 0.1072 0.1615 0.0000 
6 0.1720 0.1780 0.1553 0.1332 0.1446 0.0019 
7 0.2484 0.2748 0.2720 0.2625 0.2843 0.2680 0.0060 
8 0.2947 0.3293 0.3254 0.3135 0.3320 0. 2960 0. 3239 0.0000 
9 0.3200 0.3352 0.3174 0.3175 0.3230 0.3193 0.2939 0.2946 0. 0000 
10 0.3060 0.3472 0.3214 0.3172 0.3329 0.3317 0.3134 0.3507 0.3202 0. 0000 
11 0.3508 0.3687 0.3639 0.3501 0.3572 0.3525 0.3569 0.3409 0.3210 0.3464 0. 0000 
12 0.3130 0.3288 0.3214 0.3104 0.3200 0.2940 0.3079 0.1828 0.2990 0.3612 0.3360 0. 0000 
13 0.2991 0.3156 0.3106 0.2930 0.2910 0.2956 0.3004 0.2901 0.2990 0.3180 0.3237 0.2743 0. 0000 
14 0.1805 0.1322 0.0000 0. 1576 0.1073 0. 1554 0.2722 0.3257 0.3176 0.3216 0.3642 0.3217 0.3108 0.0000 
15 0.3345 0.3203 0.3451 0.3220 0.3267 0.3304 0.3226 0.2666 0.3190 0.3174 0.3335 0.3016 0.2919 0.3453 0. 0000 
16 0.2984 0.2967 0.3087 0.2844 0.3138 0.2787 0.2928 0.1868 0.2972 0.3559 0.3305 0.2005 0.2887 0.3090 0.3025 0. 0004 





1-16: 粉 乱 种 类 编号 , 同 表 1 (Species no. of whitefly species, the same as Table 1). 
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图 2 基于 COI 基因 5' 端 (A) 和 3' 端 (B) 序 列 计算 的 16 种 
粉 虱 种 内 、 种 间 遗 传 距离 分 布 频率 


Fig.2 Frequency distribution of the intra- and inter-species 


























genetic distances of the 16 whitefly species based on 


5'-end (A) and 3'-end (B) sequences of COI gene 


2.3 系统 发 育 树 分 析 

分 别 以 16 RIETI 5 3m (75 R) 5 3 9m (75 条 ) 
FEAR SUIS, ASIE SEASUMON P MEE , ARBRE ERE 
发 育 树 。 聚 类 分 析 结 果 表 明 , 当 以 5 9s FF I JJ SE 
时 ,16 种 粉 乱 分 别 形成 独立 的 进化 分 支 ,而且 最 初 
分 文 自 展 值 均 为 99%〈 图 3: A)。 当 以 3 端 序列 为 
靶 标 时 , 桑 粉 乔 却 与 烟 粉 乔 Asia H 1 工 隐 种 聚 为 了 一 
支 ;而 其 余 种 类 的 粉 虱 均 可 形成 独立 的 进化 分 支 
(图 3: B)。 此 外 ,分 别 以 3" 端 和 3 ' 端 序列 为 靶 标 构 
建 的 系统 发 育 树 均 可 以 将 集 粉 融 属 Paraleyrodes 与 
螺旋 粉 乱 聚 为 一 文 , 并 同时 将 伯 粉 乱 属 Bemisia 中 类 
粉 乱 的 不 同 隐 种 和 非洲 小 粉 剧 聚 为 了 一 文 ( 图 3) 。 






































3 结论 与 讨论 





Roe 和 Sperling (2007) 在 对 部 分 昆虫 COI 和 
COII 基因 的 进化 模式 进行 分 析 时 发 现 ,在 整个 COI 
和 COI 基因 中 , 核 苷 酸 的 变化 是 非 均 质 的 ,并 将 其 
归纳 为 4 种 影响 物种 区 分 与 诊断 的 模式 , 即 (1) 种 
内 、 种 间 遗 传 距离 是 否 重 辣 ;(2) 是 否 存在 易 感 性 突 
变 位 点 ;(3) 所 分 析 的 基因 片段 的 大 小 及 其 位 置 的 

















本 研究 以 新 入 侵 我 国 的 以 及 田间 常见 的 16 种 
T3 8 2S WU n, 分 别 采 用 通用 型 引物 LCO1490/ 
HC02198 5j C1-J-2195/12-N-3014 扩 增 COI 基因 的 
5' 端 与 3 端 序列 ,种 内 、 种 间 遗 传 距离 分 析 结 果 表 
明 , 当 以 3" 端 序列 为 靶 标 时 ,种 内 平均 遗传 距离 为 
0. 0015 ,种 间 平 均 遗 传 距离 为 0.2897 (0. 1009 ~ 
0.3846) ,种 间 遗 传 距 离 为 种 内 遗传 距离 的 193. 1 
让 ;而 且 种 内 遗传 距离 与 种 间 遗 传 距离 没有 重合 区 
域 (图 2: A) ,完全 符合 DNA 条 形 码 有 效 性 的 检验 
标准 ( Hebert et al., 2003a) o ZA fij 245 VI 3^ 99 J YEER 
时 ,种 内 平均 遗传 距离 为 0. 0007; 种 间 遗 传 距离 平 
均 为 0.2817 (0.0010 ~0.3687); 尺 管 种 间 遗 传 距 
离 为 种 内 遗传 距离 的 402.4 倍 ,但 桑 粉 乱 和 烟 粉 乔 
Asia H 1 隐 种 的 种 内 遗传 距离 与 种 问 遗 传 距离 重大 
(图 2: B) ,不 能 有 效 地 区 分 桑 粉 乱 和 烟 粉 乱 Asia TI 
1 隐 种 。 进 一 步 的 系统 发 育 分 析 显 示 , 当 以 5' 9m 
J| SE p IS, 16 种 粉 乔 分 别 形成 独立 的 进化 分 文 
(图 3: A) ,而 当 以 3" 端 序列 为 靶 标 时 , 桑 粉 乱 与 烟 
XE Asia IL 1 隐 种 聚 为 一 支 , 应 为 同一 种 类 (图 3: 
B) 。 进 而 表明 ,COI 基因 5' 端 序列 更 适宜 作为 物种 
识别 鉴定 的 DNA 条 形 码 标准 区 域 。 

目前 ,基于 mtDNA. COL 基因 的 粉 乔 类 害虫 系 
统 发 育 分 析 的 研究 鲜 见 报道 ,而 有 关 烟 粉 融 隐 种 
的 系统 发 育 研 究 却 时 有 发 表 。 例 如 ,Boykin 
等 (2007) 首次 采用 COL 基因 对 烟 粉 融 进 行 综合 的 
系统 发 育 分 析 指 出 , 烟 粉 乱 是 一 个 至 少 存在 24 个 形 
态 学 相近 的 物种 复合 体 , 这 些 物 种 可 以 通过 COI AE 
3 端 序列 进行 明确 区 分 ;并 认为 在 遗传 距离 比较 
分 析 中 , 当 以 1196 为 界定 标准 时 ,可 以 将 烟 粉 乱 划 
分 为 11 个 遗传 群 (genetic group) ; 414 3. 596 为 界 
定 标 准时 ,可 以 将 烟 粉 乱 划 分 为 24 个 遗传 群 。 本 实 
验 以 COL 基因 3' % JY A 2 SU kÑ BJ E 28 28 HR. 1 
Boykin 等 (2007 ) 的 研究 结果 一 致 。Dinsdale 等 
(2010) 研究 指出 应 以 大 于 或 等 于 3.5% 的 遗传 分 化 
水 平 作 为 烟 粉 乱 物 种 鉴定 的 界限 ,并 认为 烟 粉 乱 至 
少 存在 24 个 隐 种 。 此 后 ,在 我 国 又 发 现 了 4 个 隐 种 
(Hu et aL, 2011); 阿根廷 发 现 了 1 个 隐 种 
( Alemandri et al., 2012) ; Firdaus 等 (2013) 以 COI 
基因 3 端 序 列 为 靶 标 对 烟 粉 乱 407 个 单 倍 型 进行 分 
析 时 又 发 现 7 个 新 的 隐 种 。 至 此 烟 粉 乱 隐 种 已 经 多 
达 36 个 。 同 时 ,本 研究 还 发 现 ,以 3 端 序 列 为 靶 标 






























































分 化 程度 ;(4)DNA 的 饱和 性 。 所 以 ,同一 基因 不 同 
片段 碱 基 序 列 差异 性 的 比较 分 析 有 助 于 提高 物种 识 
别 鉴定 的 准确 性 。 


同样 可 以 有 效 地 区 分 不 同 的 烟 粉 乱 隐 种 ( 隐 种 间 遗 
传 距离 为 0. 1010 ~ 0.1730)( 表 2) ,可 用 于 烟 粉 乔 
隐 种 的 识别 与 鉴定 。 
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5 7 端 序列 (A) 和 3 ' 端 序列 (B) 的 系统 发 育 树 


Fig.3  Neighbor-joining tree based on the 5'-end (A) and 3'-end sequences (B) of the COI gene of the 16 whitefly species 
分 支 处 上 方 数值 表示 重复 1 000 次 后 的 自 展 值 ( > 5096) ;标尺 示 遗 传 距离 。Numbers above branches are bootstrap values ( > 5096 ) under 1 000 
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